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RESUMEN

El cultivo de papaya (Carica papaya) en Ecuador se encuentra focalizado en Guayas,
Manabi y Los Rios. Ecuador ocupa el octavo lugar entre los paises productores de
papaya en Latinoamérica, sin embargo, no se ha potenciado la produccién de esta
fruta debido a problemas fitosanitarios como hongos y virus. Debido a la naturaleza
biologica de los virus, las plantas infectadas deben ser eliminadas para evitar la
propagacion del agente microbiano en el cultivo. Por estas razones, se requiere
constantemente de métodos de deteccion de virus confiables y asequible. Este
proyecto consiste en el disefio y aplicacion de un sistema de deteccion mediante RT-
PCR multiplex a partir de ARN total obtenido de C. papaya. El desarrollo del sistema
se llevo a cabo a través de la técnica de RT-PCR, cuyo protocolo fue optimizado para
obtener un mejor rendimiento. Como resultado principal, obtuvimos dos triplex (PpVQ,
PSFaV, ndhB y PpVE, PRSV, ndhB) cuya detecciéon se logra hasta en 10 de la
muestra diluida. Asimismo, se disefiaron cebadores (iniciador y terminador) con un alto
nivel de especificidad y se logro validar la funcionalidad del protocolo modificado para
la obtencion del sistema multiplex. De esta forma, el desarrollo de los triplex permite
la optimizacion del uso de reactivos, enzimas y buffers en el diagnostico de
enfermedades virales, asi como la reduccién de los desechos de laboratorio generados

a partir de pruebas de diagnéstico.

Palabras Clave: Papaya, virus, RT-PCR, multiplex, Ecuador.



ABSTRACT

Papaya (Carica papaya) cultivation in Ecuador is concentrated in Guayas, Manabi and
Los Rios. Ecuador ranks eighth among papaya producing countries in Latin America,
however, the production of this fruit has not been enhanced due to phytosanitary
problems such as fungi and viruses. Due to the biological nature of viruses, infected
plants must be eliminated to prevent the spread of the microbial agent in the crop. For
these reasons, reliable and affordable virus detection methods are constantly required.
This project consists of the design and application of a detection system by RT-PCR
multiplex from total RNA obtained from C. papaya. The development of the system was
carried out through the RT-PCR technique, whose protocol was optimized to obtain a
better performance. As the main result, we designed two triplexes (PpVQ, PSFaV,
ndhB and PpVE, PRSV, ndhB) whose detection is achieved in up to 10! of the diluted
sample. Likewise, primers (forward and reverse) with a high level of specificity were
designed and the functionality of the modified protocol was validated to obtain the
multiplex system. In this way, the development of triplexes allows the optimization of
the use of reagents, enzymes, and buffers in the diagnosis of viral diseases, as well as

the reduction of laboratory waste generated from diagnostic tests.

Keywords: Papaya, virus, RT-PCR, multiplex, Ecuador.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya) se constituye como la tercera fruta mas comercializada
del mundo, después del banano. Ecuador se posiciona como el productor del 0.36%
de la papaya a nivel mundial y ocupa la octava posicion como productor en
Latinoamérica (PRO-ECUADOR, 2015)(Granda-Villagémez, 2021). De acuerdo con
la Subgerencia de Analisis de Productos y Servicios de la Corporacion Financiera
Nacional (2020) se ha registrado un incremento de los terrenos de produccion
agricola destinados a este frutal entre el 2016 y 2019 mientras que la produccion del
2019 cifra en 237 802.49 toneladas métricas. Por otro lado, la productividad de este
frutal ha sido afectada por enfermedades causadas por agentes patdgenos como
fitoplasmas, hongos y virus los cuales reducen el periodo de vida y la calidad del
producto (Rojas-Martinez et al., 2011) .

Entre los virus patdgenos de la papaya encontramos a Papaya virus E (PpVE),
papaya virus Q (PpVQ), Papaya Sticky Fruit-associated virus (PSFaV), Papaya
meleira virus 2 (PMeV2) y el virus de la mancha anular de la papaya (PRSV). De
acuerdo con los ultimos estudios realizados en Ecuador, no se ha reportado la
presencia de PMeV2, sin embargo, un virus homélogo (PpVQ) fue descrito con
anterioridad por (Quito-Avila et al., 2015) por lo que su estudio es de interés

epidemiologico.

La infeccion sistémica por PRSV produce deformacion del fruto, atrofia y amorfia en
las hojas inmaduras, asi como la aparicién de pigmentaciones circulares semejantes

a anillos en la epidermis de los frutos (Gonsalves et al., 2010).

Por otro lado, la enfermedad pegajosa de la papaya (PSD) comprende la infeccion
simultdnea de Papaya Meleira virus (PMeV) y un virus homoélogo de PpVQ, lo que
reduce la viscosidad del latex (Abreu et al., 2015). Ademas, se pueden observar
exudaciones espontaneas de latex de baja viscosidad en la epidermis de la fruta
cuya oxidacion se resume a manchas negras y pegajosas. Es asi como los virus
antes mencionados deterioran e incluso eliminan el valor comercial del fruto (Sa

Antunes et al., 2020). Estudios actuales no han detectado PMeV en el Ecuador, sin



embargo, observaciones previas a este estudio han asociado la presencia del virus
asociado al fruto pegajoso de la Papaya (PSFaV, por sus siglas en inglés) con

sintomas similares a la enfermedad pegajosa de la papaya reportada en Brasil.

En base a lo expuesto por (Evans et al., 2021) las enfermedades virales en papaya
figuran entre las dos principales limitantes del crecimiento de agroindustrial de este
fruto. Debido a la naturaleza infecciosa de estos agentes fitopatdgenos, es imperativo
realizar mejoras en los métodos de deteccién para un manejo oportuno de estas

afecciones en las plantaciones de C. papaya.

1.1. Descripcion del problema

Ecuador es el octavo exportador de papaya (Carica papaya) en América Latina.
El rendimiento de este cultivo ha ido decreciendo a causa de fitopatdogenos (virus),
provocando pérdidas en la produccion mayores al 80%. En los dltimos afios se
han descubierto infecciones virales multiples en papaya por lo cual es necesaria
la implementacién de un protocolo de deteccidn viral multiple para este cultivo. El
diagndstico convencional de distintos virus en C. papaya se realiza a través de
técnicas moleculares con reacciones individuales para cada patégeno. El presente
proyecto busca reducir los costos operacionales para la deteccion de los virus méas
patogénicos de C. papaya (PRSV, PpVQ, PpVE, PSFaV) a través de un sistema
multiplex RT-PCR. Este método de deteccién se proporcionaria a aquellos
productores de papaya que busquen conocer el estado de salud de sus cultivos

con respecto a los virus contemplados en este protocolo.

1.2. Justificacion del problema

Los diagndsticos basados en pruebas moleculares ofrecen un resultado de alta
resolucién con bajos riesgos de respuestas no especificas (falsos negativos o
positivos). Sin embargo, debido a la dificultad requerida para implementar un
sistema de diagnéstico multiple, estos no son disefiados.

Las pruebas de diagndstico uUnico mediante RT-PCR convencional generan
grandes volumenes de desechos (geles de agarosa, acrilamida, reactivos),

muchos de los cuales tienen como receptor final al medioambiente tras su



posterior incineracion. La reduccion en la cantidad de reactivos requeridos para
un diagndstico molecular permitird una reduccion en los costos operativos,
impacto ambiental, asi como brindar mayor accesibilidad econémica a los

productores interesados en monitorear sus cultivos.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Disefar un sistema de deteccion multiplex para virus patégenos en Carica papaya
mediante RT-PCR para la disminucién de costos y desechos derivados de los
procesos de diagndéstico molecular.

1.3.2. Objetivos Especificos

i. Determinar las secuencias 6ptimas de los cebadores para la deteccion de
los virus PSFaV, PRSV, PpVQ y PpVE mediante analisis bioinformético
para su posterior sintesis.

ii. Optimizar el protocolo de termociclado para la deteccion molecular
simultanea de 4 virus (PSFaV, PRSV, PpVQ, PpVE) y un gen constitutivo
de la planta (ndhB) mediante ensayos a diferentes temperaturas y
tiempos de reaccion (bajo condiciones controladas).

iii. Determinar las concentraciones de reaccion de cada cebador mediante
multiples ensayos de PCR para la deteccién 6ptima de cada objetivo viral
(PSFaV, PRSV, PpVQ, PpVE) y gen constitutivo de la planta (ndhB).

1.4. Marco tedrico
1.4.1. Caracterizacion de C. papaya

Carica papaya o comunmente llamada “papaya” o “lechosa” es una planta
herbacea originaria del tropico mesoamericano perteneciente a la familia
Caricaceae (Siar et al., 2011). Esta familia a pesar de haberse originado en el
continente africano se ha diversificado en tropico americano donde habitan 4 de
sus cinco géneros Carica, Jacaratia, Jarilla y Vasconcellea, mientras que

Cylicomorpha se encuentra a lo largo de las zonas tropicales africanas (Antunes



Carvalho & Renner, 2012). C. papaya es la planta mas representativa de las
cariciceas debido a sus variedades con frutos de exatico sabor, alto contenido en
vitaminas y minerales; motivos por los cuales su cultivo se ha extendido en las

regiones tropicales y subtropicales (Jiménez Diaz, 2002).

1.4.2. Virus en C. papaya
Virus de la Mancha anular de la papaya (Papaya ringspot virus, PRSV)

El virus PRSV pertenece al género Potyvirus, familia Potyviridae, orden Patata
virales, reino Orthornaviridae. Su distribucion actual es cosmopolita infectando un
sinnUmero de hospederos, entre los cuales encontramos a diferentes
cucurbitaceas y papaya. Su via de transmision es principalmente a través de
afidos de manera no persistente y de acuerdo con (Desbiez & Lecoq, 2021) este
virus se caracteriza por generar sintomas visibles de mosaico-clorosis en las hojas
y deformacion en las mismas, ademas de causar deformacion y manchas anulares
en la fruta, de ahi su nombre. Las plantas jévenes infectadas se veran atrofiadas
y no produciran cosechas econdémicamente viables. En la llustracion 1 se

encuentran representados los sintomas generados por la infeccion de PRSV en

C. papaya.

llustracion 1: Sintomas de PRSV en a) y b) frutos, c) hojas de C. papaya. [Elaboracién propia]

La informacion genética de PRSV se encuentra distribuida en una molécula de
ARN monocatenario de sentido positivo con un marco abierto de lectura. La
transcripcion da como resultado una poliproteina que puede ser segmentada en



10 proteinas funcionales (Cornejo-Franco et al., 2018). La estructura gendémica de
PRSV al igual que otros Potyvirus pueden ser representada en la llustracion 2.
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llustracion 2: Organizacion gendmica genérica de Potyvirus [Por: (Viralzone, 2022)].

De acuerdo con (Mishra & Patll, 2018) la region codificante de la capside es una
de region conservada en el genoma de PRSV, motivo por el cual se la emplea
como punto de partida en analisis de filogenia. Ademas, esta region es uno de los
segmentos de interés para el desarrollo de cebadores para deteccion mediante
RT-PCR.

Papaya Sticky Fruit-associated Virus (PSFaV)

PSFaV es un virus de ARN bicatenario cuya asignacion taxonémica adn no ha
sido definida, pero se encuentra distantemente relacionado a miembros de la
familia Totiviridae perteneciente al orden Ghabrivirales. De acuerdo con lo
reportado por (Reyes-Proafio et al., 2022), la coinfeccién de este virus junto con
PpVQ ha sido asociada con sintomas tipo PSD (enfermedad pegajosa de la
papaya) en cultivos de C. papaya. Los sintomas exhibidos por las plantas abarcan
parches de decoloracién irregulares, costras de latex seco en la piel de frutos
inmaduros y latex oxidado con dafio severo en la piel de frutos maduros, como se

puede observar en la llustracion 3.



llustracion 3: Sintomas en C. papaya por infeccion con PpVQ y PSFaV. Exudacion
espontanea de latex en frutos y necrosis en apice de hojas inmaduras y apice foliar en C.

papaya [Por: (Reyes-Proafio et al., 2022)].

A partir de lo descrito por (Reyes-Proafio et al., 2022), PSFaV posee un genoma
monopartito de ARN bicatenario con dos ORF que codifican para la capside
proteica y la ARN polimerasa. También se presume de una sefial hipotética de
cambio de marco ribosémico -1 para la traduccion potencial de una proteina CP-

Pol fusionada como se expone en la llustracion 4.
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llustracion 4: Organizacion gendmica de PSFaV [Por: (Reyes-Proafio et al., 2022)].

La deteccion de PSFaV mediante RT-PCR convencional emplea cebadores que
amplifican regiones comprendidas entre la capside proteica y la polimerasa.

Papaya Virus Q (PpVQ)

El virus Q de la papaya es un Umbra-like virus relacionado con el género
Umbravirus, familia Tombusviridae del orden Tolivirales. Fue descrito por primera
vez en 2015 por (Quito-Avila et al., 2015) como un virus de genoma monopartito
de ARN monocatenario de sentido positivo cuya distribucion dentro del territorio



ecuatoriano ha sido reportada en las provincias de Guayas, Los Rios, Santo
Domingo y Santa Elena infectando cultivares de Papaya como Passion Red y
Sunrise. Estudios posteriores realizados por (Cornejo-Franco et al., 2018) no
atribuyen alguna sintomatologia en infecciones simples, ademas, mencionan que

PpVQ es encontrado frecuentemente en coinfeccion con PRSV.

PpVQ es un virus que estad relacionado molecularmente con PMeV2, un
Umbravirus reportado por investigadores brasilefios dos afios mas tarde (Sa
Antunes et al., 2016). En dicho articulo, se plantea la relacidn entre la infeccion
simultdnea por PMeV y PMeV2 con la exudacion de latex en frutos y necrosis
apical en las hojas inmaduras. Descritos como signos de PSD (Papaya Sticky
Disease) o enfermedad pegajosa de la papaya. En la llustracion 5 se describen
las similaridades entre el genoma de PpVQ con sus homélogos PMeV2 y una
variante reportada en México (PMeV-Mx). Segun el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV, de sus siglas en inglés) los Umbravirus requieren de
otro virus que codifigue una capside proteica, ya que estos carecen de un ORF

gue traduzca uno propio (ICTV, 2021).
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llustracion 5: Dinamica entre Umbravirus y Tombusviridae en plantas con sintomas de PSD
[Por: Sa Antunes et al., 2020].

Papaya Virus E

El virus E de la papaya pertenece al género Cytorhabdovirus, familia
Rhabdoviridae y orden Mononegavirales. Su primer registro data del 2016 cuando
fue identificado en una planta de C. papaya cv. Sunrise utilizado anteriormente
como parte del estudio epidemiolégico de PpVQ vy su relacién con PRSV (Medina-

Salguero et al., 2019). Su distribucion dentro del Ecuador abarca las provincias de



Guayas, Los Rios y Manabi. Por el momento, no se ha descrito sintomatologia
exclusiva a la infeccion de este virus en los hospederos.

De acuerdo con la llustracion 6, “PpVE es un virus de ARN monocatenario de
sentido negativo que contiene 6 ORFs en el orden candnico clasico de los
rhabdovirus vegetales monopartitos (ORF1=N, ORF2=P, ORF3=P3, ORF6=M,
ORF7=G, ORF8=L) y dos ORF accesorios cortos (ORF4=P4 y ORF5=P5) entre
P3 y M” (Medina-Salguero et al., 2019).

) ) L .

llustracion 6: Organizacion gendmica de PpVE [Por: (Medina-Salguero et al., 2019)]

La deteccion de este virus a través de RT-PCR se efectla con cebadores que
amplifican un fragmento conservado del gen de la fosfoproteina.

1.4.3. Métodos de deteccion de virus en plantas

Los virus en plantas carecen de métodos de remediacion, solo de mitigacion, por
lo que su deteccion oportuna debe ser rapida, efectiva y de alta resolucion. En un
inicio, la identificacién de los virus en plantas se realizaba mediante precipitacion
antigeno-anticuerpo (Gonzalez-Garza, 2017). Sin embargo, esta técnica puede
presentar reacciones cruzadas incluso entre especies de virus similares, motivo
por el cual se lo ha empleado como método de clasificacion para nuevos virus en

plantas a nivel de subgrupos (Gallo-Garcia et al., 2018).

De acuerdo con lo descrito por Abreu et al. (2012) las técnicas de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) figura como la metodologia
mas precisa para detectar y cuantificar la cantidad de material genético viral en la
muestra. Sin embargo, al implementar una metodologia de deteccion multiplex, la
cantidad de objetivos se ve limitada por el nimero de sondas que pueden ser
detectadas en una sola reaccion (Thermofisher, 2022)(Henegariu et al., 1997). Por
otro lado, la deteccion mediante RT-PCR punto final, nos permite determinar de



forma cualitativa la presencia de material genético viral en una muestra; ademas
de que no existe una limitante en el nimero de objetivos a amplificar (Xu et al.,
2012).
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de amplificacion
exponencial de un fragmento especifico de interés a partir de una secuencia de
ADN (Bhatia & Dahiya, 2015)(Wages, 2004). Este proceso se logra a traves de la
repeticion de ciclos térmicos siguiendo tres pasos esenciales:
Desnaturalizacion del ADN en dos cadenas sencillas a (90 - 95 °C),
hibridacién de cebadores de oligonucle6tidos con las secuencias objetivo
de las hebras de ADN separadas (55 - 58°C), y sintesis del ADN a partir
del extremo 3-OH de cada cebador por la ADN polimerasa a (68 - 72°C)
(Bhatia & Dahiya, 2015).

Sin embargo, para la deteccion de algunos virus con material genémico de ARN
es necesario un paso previo a la PCR. “La PCR se puede utilizar para detectar y
cuantificar el ARN si este se transcribe primero de forma inversa a ADN
complementario (ADNc)” (Wages, 2004). En primer lugar, el ARN extraido se
convierte en una molécula de ADN complementario (ADNc) por la accién de la
ADN polimerasa dependiente de ARN, también conocida como transcriptasa
inversa, durante el proceso de transcripcion inversa (RT). A continuacién, el ADNc
se puede utilizar como para la amplificacion por PCR de una secuencia objetivo
(Nikiforova & Nikiforov, 2019).

Como lo menciona Mandel et al. (1995)., los genes constitutivos son aquellos que
se expresan por igual en todas las células de un organismo y en la mayoria de las
condiciones ambientales. Por ende, el uso de un gen constitutivo, en este caso
ndhB de C. papaya, en el multiplex sirve como un control de calidad para el
proceso de extraccion de ARN y de los procesos moleculares siguientes (RT y
PCR). De forma que al observar los resultados del multiplex la presencia del gen
ndhB nos permite inferir que los procesos deteccion, desde la extraccion de ARN,

se han realizado de manera adecuada.
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2.

Consensus

Identity

CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Analisis de secuencias
2.1.1. Alineamiento multiple

Con el fin de conseguir una amplia base de datos para trabajar el disefio de
cebadores de cada virus, se escogieron 70, 2, 2, 1 secuencias gendmicas para
PRSV, PSFaV, PpVQ y PSFaV respectivamente de la plataforma NCBI (Apéndice
A).

En cada set de secuencias se realizdé un alineamiento multiple en el programa
Geneious (Kearse et al., 2012) para determinar las regiones mas conservadas de
cada virus. Estas regiones fueron contrastadas en NCBI para la evaluacion de la

especificidad de los cebadores.

2.1.2. Disefio de cebadores

Para el disefio de cebadores se emplearon oligonucleétidos de entre 20 y 25 pb
de las regiones mas conservadas en cada virus (PRSV, PpVE, PpVQ y PSFaV)
(llustracion 7, llustracion 8, llustracion 9). Para el gen constitutivo de la planta, se
emplearan los siguientes cebadores disefiados por Tzanetakis et al. (2007).
Cebador iniciador: 5GGACTCCTGACGTATACGAAGGATCS3’ mientras que el
Cebador reverso: 5AGTAGATGCTATCACACATACAAT3" que amplifican el
ARNmM de la NADH deshidrogenasa ND2 subunidad B (ndhB). Las secuencias
finales e informacién pertinente sobre cada cebador se encuentran detalladas en
la Tabla 1.

1.163 1.200 1.300 1.400 1500 1.600 1.700 1.800 1.900 2.000 2100 2210

F——  T————/—————/—/—————

Ce 1.MT113180.1 ! 1 nu ] ] ] ] i ] [V I I 1 ] 1 o
O+ 2. MT113179.1 | 1

llustracion 7: Region conservada de PpVQ (Gen polimerasa)
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llustracion 9: Region conservada de PRSV (Gen capside proteica)

Tabla 1: Cebadores disefiados para deteccién de virus en C. papaya

Objetivo

Secuencia

Tamarfo
del
amplicon
(pb)

Region
amplificada

PRSV

F: TTTGGTCGTGGTGGTGGTTT
TTTGACTGACATTAGCCTCGCT

402

Gen cépside

R: TTTGGTCGTGGTGGTGGTTT proteica
CTGTATGGAGACTCAGAGAACTCG
F: GAGGATCTACAAGCCTTGACC

PpVE 862 Gen
R: GAAGATCTCGACTATCCCCTCT fosfoproteina

PpVQ

F: CGTGGVTTYTGTACAAGGGT

R: ATCGGAACKCCATCACACAA

1100

Gen polimerasa

PSFaV

F: GGACAAGGCAGACATTGTCTC

R: CGGTAACGGTTCTACCATTATCC

288

Gen capside
proteica y gen
polimerasa

ndhB

F: AGTAGATGCTATCACACATACAAT

R: GGACTCCTGACGTATACGAAGGATC

721

Gen ndhB
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2.2. Técnicas moleculares

2.2.1. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de ARN total, se realiz6 una modificacion del protocolo

empleado por Halgren et al. (2007), que consta de lo siguiente:

1.

Homogeneizar 100 mg de tejido foliar sintomatico con 1 ml de Buffer de
Extraccion ajustado al 1% de B-mercaptoetanol.

Centrifugar a 5000 rpm x 3 minutos. Tomar el sobrenadante y
homogeneizarlo en Acetato de potasio 6M en relacién 1:1.

Centrifugar a maéaxima velocidad (13 000 rpm) por 10 minutos.
Homogeneizar el sobrenadante en Isopropanol 100% en relacion 1:1.
Centrifugar a maxima velocidad por 30 minutos y lavar dos veces el pellet
con Buffer de lavado y silica sin recambio de la ultima.

Secar la silica y resuspender en 100 yl de agua ultrapura estéril a 65°C.
Centrifugar a maxima velocidad por 3 minutos.

Recuperar 80 ul de agua con ARN total y preservar en -20°C.

2.2.2. Generacién de ADN complementario

Para la generacion de ADNc se emplearon hexameros aleatorios y se modifico el

protocolo del kit de SuperScript Il Reverse Transcriptase (ThermoFisher, 2004)

segun la Tabla 2.

Tabla 2: Cantidades de reactivos por reaccion

Reactivo VeI
(M)

Reaction Buffer 5X 3.00
dNTPs 10 uM 0.50
Random Primers 40 yM 0.50
SuperSprlpt Il RT- 0.10
Transcriptasa

DTT 1.50
ARN total 1.00
Agua ultrapura destilada 8.40
Total 15.00
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La reaccién se dejé incubar la reaccion por 45 minutos a 45°C con una posterior

desnaturalizacion a 75°C por 15 minutos para desnaturalizar la enzima.
2.2.3. Amplificacién de fragmentos de interés mediante PCR

Para determinar el mejor volumen a emplear de cebadores en cada reaccion

multiplex se emplearon tres tratamientos descritos en la Tabla 3.

Tabla 3: Volumen de reactivos

Tratamientos (pl)

Reactivo A B C

GoTaq 5X 5.0 7.5 10
PpVE Iniciador 0.4 0.5 0.8
PpVE Reverso 0.4 0.5 0.8
PpVQ Iniciador 0.4 0.5 0.8
PpVQ Reverso 0.4 0.5 0.8
PRSV Iniciador 0.4 0.5 0.8
PRSV Reverso 0.4 0.5 0.8
PMeV Iniciador 0.4 0.5 0.8
PMeV Reverso 0.4 0.5 0.8
ndhB Iniciador 0.4 0.5 0.8
ndhB Reverso 0.4 0.5 0.8

ADNCc 1.0 2.0 2.0
Agua 0.0 0.5 0.0
Total 10.0 15.0 20.0

Para los protocolos de termociclado se tom6 como base el proporcionado por (Xu

et al., 2012) y se encuentra descrito en la Tabla 4.

Tabla 4: Protocolo de termociclado para el sistema de deteccion multiple

Ciclos Reaccion Temperatura | Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 40 s
40 Hibridacion 58°C 50 s
Extension 70°C 1 min
1 Extension Final 70°C 7 min
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2.2.4. Electroforesis

El producto de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 2% empleando TAE 1X a
un voltaje de 80 voltios por 35 minutos. Los resultados fueron visualizados
empleando el sistema de documentacion de gel FastGene Fas-DIGI Compact -
NIPPON Genetics EUROPE.

2.3. Disefio de sistema multiplex

2.3.1. Determinacion de combinaciones para sistema de deteccion

multiplex

Para determinar las posibles combinaciones del sistema de deteccion se emple6
un disefio factorial con la finalidad de obtener las posibles combinaciones de

deteccion, las cuales se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5: Posibles combinaciones de cebadores para implementacion de PCR triplex.

PpVE | PpVQ | PSFaV | PRSV

PpVE PpVE PpVE
PpVE PpVQ PSFaVv PRSV
ndhB ndhB ndhB
PpVQ PpVQ PpVQ
PpVvQ | PpVE PSFaVv PRSV
ndhB ndhB ndhB ndhB
PSFaV | PSFaV PSFaVv
PSFaV | PpVE PpVvVQ PRSV
ndhB ndhB ndhB
PRSV PRSV PRSV
PRSV | PpVE PpVQ PSFaVv
ndhB ndhB ndhB

2.4. Validacion

La validacion de los cebadores disefiados consto de dos etapas. En cada una se
demostro la coincidencia entre la deteccion individual de cada virus y la deteccion
multiplex. Cada set de cebadores fue sometido a prueba de sensibilidad, mismo
gue consistio en diluciones seriadas 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 (D1, D2, D3,
D4), a partir de una muestra de ADNc generado a partir de 1 yl de ARN total a
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una concentracion de 1769.15 ng/ pl proveniente de plantas de C. papaya

sintoméaticas.

2.4.1. Validacion Individual de cebadores

En esta etapa de validacion, se empled muestras de C. papaya con infecciones
multiples con la finalidad de comprobar la especificidad de los cebadores
empleados. Para ello se hicieron diagnosticos individuales de 10 pl, descritos en
la Tabla 6.

Tabla 6: Concentraciones de reaccion de PCR individual.

Reactivo Vellen
({*]))

GoTaq 5X 5.00
Cebador 0.50
iniciador

Cebador reverso 0.50
ADNc 1.00
Total 10.00

El protocolo de termociclado para la deteccion individual para PSFaV, PRSV,
PpVE Y PpVQ se encuentra descrito en la Tabla 7 y la temperatura de hibridacién
se determin6 mediante el uso de la herramienta Geneious (Geneious, 2017).

Tabla 7: Protocolo de termociclado individual.

Ciclos Reaccion Temperatura | Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95°C 4 min
Desnaturalizacion 95°C 40 seg

40 Hibridacion 55°C 40 seg
Extension 72°C 1 min

1 Extension Final 72°C 7 min

2.4.2. Validacién Multiplex

Para la validacion del sistema multiplex, se emplearon muestras de infecciones

simples y complejas. Las infecciones simples permitieron determinar la especificidad

16



y reactividad de los cebadores mientras que las muestras de ARN de infecciones
complejas validaron la sinergia de los cebadores.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Sistema de deteccion multiple
3.1.1. Validacion individual de cebadores

Una vez sintetizados los cebadores, estos fueron validados individualmente con la
finalidad de determinar las temperaturas 6ptimas de hibridacion, asi como su nivel de

especificidad. En la llustracién 10, se puede observar las validaciones a diferentes

temperaturas de hibridacion.

llustracion 10: Validacién individual de los cebadores sintetizados a diferentes temperaturas
(ndhB, PSFaV, PpVQ).

De acuerdo con la llustracion 10, los cebadores disefiados muestran un alto nivel de
especificidad al igual que un buen rendimiento a temperaturas de hibridacion
comprendidas entre 64 a 70 °C. Por otro lado, en la llustracién 11 podemos observar la
validacion de los cebadores PRSV y PpVE. En dicho rango de temperaturas de

hibridacibn ambos demuestran una alta especificidad y rendimiento.
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llustracion 11: Validacion individual de los cebadores sintetizados a diferentes temperaturas
(PRSV, PpVE) [M: marcador molecular].

3.1.2. Sistemas de deteccién compatibles

Para determinar la compatibilidad de los sistemas de deteccién triplex a diferentes
temperaturas, se realizaron ensayos a diferentes temperaturas de hibridacion 55, 58 y
60 grados Celsius. El producto de PCR fue separado en un gel de agarosa siguiendo las
especificaciones anteriormente descritas.
3.1.2.1. PpVE + PpVQ +ndhB

Como se puede observar en la llustracion 12, existe compatibilidad entre ndhB y PpVQ,
no asi con PpVE. Se observa alta especificidad por parte de los cebadores PpvQ y ndhB
y no se visualizan cambios significativos a temperaturas de hibridacién entre 55 y 60

grados Celsius.

llustracion 12: Resultados del sistema PpVE, PpVQ, ndhB. [M: marcador molecular]

3.1.2.2. PpVE + PSFaV + ndhB
De acuerdo con la llustracion 13, este sistema demuestra compatibilidad a una
temperatura de hibridacion comprendida entre 55 y 58 grados Celsius. A 58°C las

concentraciones de los amplicones para PpVE y ndhB, poseen una intensidad similar.
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PpVE

ndhB

PSFaV

llustracion 13: Resultados del sistema PpVE, PSFaV, ndhB. [M: marcador molecular]

3.1.2.3. PpVE + PRSV + ndhB
Segun lo observado en la llustracién 14, se observa compatibilidad en el sistema. La
nitidez y especificidad aumenta conforme aumenta la temperatura de hibridacioén. Los

resultados optimos se observan a 58°C. No se observa diferencias en la intensidad entre

los amplicones.

\Y
L —
L —
~—— PpVE
—
— PRSV
e ——

llustracion 14: Resultados del sistema PpVE, PRSV, ndhB. [M: marcador molecular]

3.1.2.4. PpVQ + PSFaV + ndhB
De acuerdo con lo observado en la llustracion 15, se observa compatibilidad en el
sistema cuando la temperatura de hibridacién se comprendié entre 60 a 62 grados
Celsius. A diferencia de los otros ensayos, este comprendié un rango de 58 a 62°C

debido a la composicion de los cebadores.
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PpVQ

ndhB

PSFaVv

llustracion 15: Resultados del sistema PpVQ, PSFaV, ndhB. [M: marcador molecular]
3.1.2.5. PpVQ + PRSV + ndhB

Existe incompatibilidad entre los cebadores PRSV-PpVQ, por lo que no se observan sus

amplicones correspondientes en la llustracion 16.

ndhB

llustracion 16: Resultados del sistema PpVQ, PRSV, ndhB. [M: marcador molecular]

3.1.2.6. PSFaV + PRSV + ndhB
En esta reaccion no se observé amplicon de 721 pb correspondiente al gen constitutivo
de la planta, ndhB, por lo cual se desestima la compatibilidad del sistema triplex
llustracion 17. No se observa inhibicion o inespecificidades entre los cebadores de
PRSV-PSFaV.
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llustracion 17: Resultados del sistema PSFaV, PRSV, ndhB. [M: marcador molecular]

3.1.3. Concentraciones optimas

En base a lo observado en el apartado anterior, se procedi6 a registrar las
concentraciones 6ptimas de cada set de cebadores para la deteccion de los objetivos,
junto con el protocolo PCR final de cada sistema como se puede observar en la Tabla 8
y Tabla 9.

Tabla 8: Concentraciones de reaccion PCR del sistema PRSV, PpVE, ndhB

Reactivo Volumen

(1)

GoTaq 5X 5.0
PpVE Iniciador [40 uM] 1.0
PpVE Reverso [40 uM] 1.0
PRSV Iniciador [40 puM] 0.5
PRSV Reverso [40 uM] 0.5
ndhB Iniciador [40 uM] 0.5
ndhB Reverso [40 puM] 0.5
ADNc 2.0
Agua 4.0
Total 15.0
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Tabla 9: Concentraciones de reaccion PCR del sistema PSFaV, PpVQ, ndhB

Reactivo Volumen

(1)

GoTaq 5X 5.0
PpVQ Iniciador [40 uM] 1.0
PpVQ Reverso [40 uM] 1.0
PSFaV Iniciador [4 uM] 1.0
PSFaV Reverso [4 uM] 1.0
ndhB Iniciador [40 uM] 1.0
ndhB Reverso [40 uM] 1.0
ADNc 2.0
Agua 2.0
Total 15.0

3.1.4. Protocolos de termociclado 6ptimos

El protocolo 6ptimo de termociclado para la deteccion simultanea de PpVQ, PSFaV y
ndhB se encuentra descrito en la Tabla 10.

Tabla 10: Condiciones de termociclado para la deteccién simultanea de PpVQ, PSFaV y ndhB,

Ciclos Reaccion Temperatura | Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 40 seg

40 Hibridacion 62°C 40 seg
Extension 72°C 1 min

1 Extension Final 72°C 10 min

Mientras que para la deteccion optima de PRSV, PpVE y ndhB, se detalla a continuacién
en la Tabla 11.

Tabla 11: Condiciones de termociclado para la deteccién simultanea de PRSV, PpVE y ndhB,

Ciclos Reaccion Temperatura | Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 40 seg

40 Hibridacion 58°C 40 seg
Extension 72°C 1 min

1 Extension Final 72°C 10 min
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3.2. Andlisis de sensibilidad

A partir de las diluciones seriadas, en donde 10° corresponde a la muestra sin diluir, se
obtuvieron los siguientes resultados de sensibilidad reflejados en la llustracion 18 e
llustracion 19. Para el triplex de PpVQ, PSFaV y ndhB se puede observar una deteccion
hasta 10 (1/100) de los cebadores PpVQ y ndhB, mientras que PSFaV pierde eficacia
en 10! en adelante. No obstante, el triplex de PpVE, PRSV y ndhB consigue una
deteccion estable de todos los cebadores hasta la dilucién 10t (1/10). Por consiguiente,
el poder de deteccion de los cebadores en ambos triplex lograra alcanzar una resolucion
eficaz hasta 1/10 o 102,

PpVQ, PSFaV, ndhB
10 S O O 2 O s 04

llustracion 18: Ensayo de sensibilidad del triplex PpVQ, PSFaV, ndhB. [M: marcador

molecular]

PpVE, PRSV, ndhB
1007710771027 102 104

llustracion 19: Ensayo de sensibilidad del triplex PpVE, PRSV, ndhB. [M: marcador molecular]
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

En base al analisis bioinformético basado en las secuencias genémicas de los
virus PRSV, PpVQ, PSFaV y PpVE, se determind secuencias conservadas para
cada virus, de forma que se disefiaron cebadores (iniciador y terminador) con un

alto nivel de especificidad.

La validacion de las reacciones triplex a diferentes temperaturas de hibridacion,
permiti6 optimizar el protocolo de termociclado mientras se valido la
compatibilidad de los cebadores empleados. De esta forma, se obtuvo
exitosamente tres reacciones triplex: PpVE + PRSV + ndhB, PSFaV + PpVQ +
ndhB y PpVE, PSFaV y ndhB. De los cuales, se optimizé PpVE + PRSV + ndhB y
PpVQ, PSFaV y ndhB ya que con ambas reacciones se logran detectar todos los
virus comprendidos en este estudio. La concentracibn de los cebadores
empleados para la deteccién de PSFaV fueron ajustados con la finalidad de evitar

la predominancia de un amplicon en el producto de PCR.

El disefio de estos sistemas de deteccidén permite reducir a 4 las 15 reacciones
requeridas para la deteccién individual de los virus PRSV, PSFaV, PpVE, PpVQy
el gen constitutivo de la planta, ndhB. De esta forma, se optimiza el uso de
reactivos, enzimas y buffers en el diagndéstico de enfermedades virales en C.

papaya.

Finalmente, el disefio de estos sistemas de deteccion multiplex es necesario para
la reduccion de los desechos generados a partir de pruebas de diagndéstico, asi
como para incrementar la competitividad y productividad en empresas que brinden

servicios de diagndstico agricola a pequefia y gran escala.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda disefiar una reaccién quintuplex que permita reducir al minimo los
recursos requeridos para la deteccion de los virus comprendidos dentro de este

estudio.

Finalmente, es recomendable extender estos sistemas de deteccion multiplex a
otros virus de importancia agricola, de forma que se reduzca el tiempo requerido
para dar un diagnoéstico oportuno al agricultor mientras se contribuye a un

desarrollo tecnolégico con menor generacion de residuos.
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APENDICE

Apéndice A: Numeros de accesion de los genomas empleados en este estudio

Numero de _
» Virus
accesion
AB369277 PRSV
AY010722 PRSV
AY027810 PRSV
AY162218 PRSV
AY231130 PRSV
DQ340769 PRSV
DQ340770 PRSV
DQ340771 PRSV
DQ374152 PRSV
DQ374153 PRSV
EF017707 PRSV
EF183499 PRSV
EU126128 PRSV
EU475877 PRSV
EU882728 PRSV
HQ424465 PRSV
JX448369 PRSV
JX448370 PRSV
JX448371 PRSV
JX448372 PRSV
JX448373 PRSV

31

KC345609 PRSV
KF734962 PRSV
KF791028 PRSV
KT275937 PRSV
KT275938 PRSV
KT633943 PRSV
KT895257 PRSV
KX235326 PRSV
KX655860 PRSV
KX655861 PRSV
KX655862 PRSV
KX655863 PRSV
KX655864 PRSV
KX655865 PRSV
KX655866 PRSV
KX655867 PRSV
KX655868 PRSV
KX655869 PRSV
KX655870 PRSV
KX655871 PRSV
KX655872 PRSV
KX655873 PRSV
KX655874 PRSV




KX998707 PRSV
KX998708 PRSV
KY039583 PRSV
KY271954 PRSV
KY933061 PRSV
KY996464 PRSV
MFO074214 PRSV
MF085000 PRSV
MF356497 PRSV
MF405295 PRSV
MF405296 PRSV
MF405297 PRSV
MF405298 PRSV
MF405299 PRSV
MGO030689 PRSV
MH404259 PRSV

32

MH404260 PRSV
MH404261 PRSV
MH404262 PRSV
MH404263 PRSV
MH404264 PRSV
MT747167 PRSV
MH974109 PRSV
MH974110 PRSV

X67673 PRSV

X97251 PRSV
MW239071 PpVE
MH282832 PpVE
MT113180 PpVvQ
MT113179 PpVvQ
NC_028378 PMeV
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